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Abstract 

Research Title:  “The effect of Cissus quadrangularis L. hexane extract on cytotoxicity, 
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Cissus quadrangularis L. (CQ) is a Thai herbal plant used for bone fracture treatment. 

However, little is known about its bioactive compounds and its mechanisms in cellular level. 

In this study, hexane extract from CQ stems was fractionated by flash column chromatography. 

Forty six fractions were obtained and analyzed for their effects on osteogenic and adipogenic 

differentiation of human mesenchymal stem cells ( hMSCs)  using alizarin red staining and oil 

red O staining, respectively. Three fractions with osteogenic induction potential (8H, 14H, and 

45H)  in combination with adipogenic induction ( 14H)  or adipogenic reduction potential ( 8H 

and 45H) were selected. Ostegenic inductions in hMSCs of the three fractions were confirmed 

with calcium accretion analysis.  Different underlying mechanisms in osteogenic induction of 

the three extracts were found as follows. 45H increased enzyme alkaline phosphatase activity 

and the expressions of three ostegenic marker genes:  osteopontin, RUNX2, and osteocalcin. 

14H increased the expression of osteocalcin while 8H reduced the expression of osteocalcin 

and RUNX2.  Further research from the establishment of this work would benefit in the 

potential use of CQ for bone disease treatment. 

Key words :    Cissus quadrangularis L., mesenchymal stem cells, osteogenic differentiation, 

adipogenic differentiation 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1 ที่มำและควำมส ำคัญ 

ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีควำมอุดมสมบูรณ์ด้วยทรัพยำกรธรรมชำติ โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งควำม

หลำกหลำยของพืชพรรณไม้ต่ำงๆ และถูกน ำมำใช้เป็นแหล่งอำหำรและยำรักษำโรค ซึ่งเป็นภูมิปัญญำชำวบ้ำน

ที่สืบทอดต่อๆ กันมำหลำยร้อยปีภำยในท้องถิ่น สมุนไพรไทยเหล่ำนี้ถือเป็นต ำรับยำที่ได้รับกำรยอมรับและมี

กำรใช้อย่ำงแพร่หลำยทั้งในระดับภูมิภำคและในระดับโลก แต่กลับมีสมุนไพรไทยจ ำนวนไม่น้อยที่ยังไม่ได้รับ

กำรวิจัยทำงวิทยำศำสตร์กันอย่ำงจริงจัง และมีสมุนไพรไทยจ ำนวนมำกที่ชำวต่ำงชำติต่ำงชำติเข้ำมำท ำวิจัย

และจดสิทธิบัตร น ำไปผลิตเป็นยำ ซึ่งเป็นควำมสูญเสียทำงด้ำนภูมิปัญญำ ทรัพยำกรธรรมชำติและโอกำสทำง

เศรษฐกิจของประเทศไทย จึงมีควำมจ ำเป็นอย่ำงยิ่งที่ควรจะมีกำรสนับสนุนกำรวิจัยสมุนไพรไทย เพื่อน ำมรดก

ที่ธรรมชำติมอบให้นี้มำใช้ให้เกิดประโยชน์สูงสุด 

ปัญหำสังคมสูงอำยุสร้ำงควำมกังวลใจและเป็นปัญหำที่ส ำคัญของชำติในปัจจุบัน โดยโรคภัยที่มำกับ

ควำมชรำภำพ ไม่ว่ำจะเป็นโรคกระดูกพรุน โรคอ้วน โรคเบำหวำน โรคมะเร็ง ล้วนเกิดจำกควำมเสื่อมสภำพ

ของเนื้อเยื่อ และกำรเสียสมดุลของเซลล์ที่ท ำหน้ำที่ในกำรซ่อมแซมสร้ำงเนื้อเยื่อทดแทน เช่น ในผู้ป่วยโรค

กระดูกพรุนโดยเฉพำะในสตรีสูงอำยุวัยหมดประจ ำเดือน สำเหตุของโรคเกิดจำกกำรเสียสมดุลของเซลล์ใน

เนื้อเยื่อกระดูก โดยมีกำรสลำยมวลกระดูกมำกกว่ำกำรสร้ำงทดแทน, ในผู้ป่วยโรคอ้วน เกิดจำกกำรเพ่ิม

จ ำนวนของเซลล์ไขมันและกำรเพ่ิมกำรสะสมไขมันในเซลล์ที่แทรกอยู่ในเนื้อเยื่อต่ำงๆ ทั่วร่ำงก ำย, ในผู้ป่วย

โรคมะเร็งเกิดจำกเซลล์ที่แบ่งตัวเพ่ิมจ ำนวนอย่ำงผิดปกติ ซึ่งระบบภูมิคุ้มกันของร่ำงกำยไม่สำมำรถควบคุมได้ 

เป็นต้น งำนวิจัยเพ่ือพัฒนำผลิตภัณฑ์จำกสมุนไพรไทย เพ่ือส่งเสริมสุขภำพในกำรรักษำสมดุลของร่ำงกำยจึง

เป็นกำรตอบโจทย์ทั้งกำรประยุกต์ใช้ภูมิปัญญำไทย กำรใช้ทรัพยำกรในประเทศเพ่ือสร้ำงโอกำสทำงเศรษฐกิจ 

และกำรส่งเสริมสุขภำพของคนในประเทศ ตอบรับกับสังคมสูงอำยุทีก่ ำลังเกิดขึ้น 

  เพชรสังฆำต มีชื่อวิทยำศำสตร์ Cissus quadrangularis L.  เป็นพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่มีกำรระบุไว้

ในต ำรำยำสมุนไพรไทย ว่ำมีฤทธิ์ในกำรรักษำโรคที่หลำกหลำย ทั้งรักษำโรคริดสีดวงทวำร แก้ปวดเมื่อย

กล้ำมเนื้อ อำกำรประจ ำเดือนไม่ปกติในผู้หญิง รักษำโรคกระดูกแตก กระดูกร้ำว1,2  นอกจำกนี้ยังมีรำยงำนกำร

วิจัยถึงแนวโน้มกำรใช้เพชรสังฆำตเพ่ือกำรควบคุมน้ ำหนักและรักษำโรคเบำหวำน ปรับระดับน้ ำตำลและไขมัน

ในเลือด โดยพบว่ำเมื่อใช้ในคนอ้วน สำมำรถท ำให้น้ ำหนักลดลง โดยมีระดับน้ ำตำลและไขมันในเลือดที่ดีขึ้น 

ผ่ำนกลไกในกำรลดควำมอยำกอำหำรและท ำให้เกิดกำรสร้ำงกล้ำมเนื้อ3,4   ผลกำรศึกษำในสัตว์ทดลองพบว่ำ
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สำรสกัดหยำบต้นเพชรสังฆำต ออกฤทธิ์ในกำรปกป้องตับ โดยกำรต้ำนสำรอนุมูลอิสระและเพ่ิมควำมไวต่อ

อินซูลิน (insulin-sensitizing activities) นอกจำกนี้ยังลดกำรเกิดควำม เครียดออกซิเดชั่นและกดกำรอักเสบ

ในหนูที่กระตุ้นให้เป็นโรคเบำหวำน 5,6  

อย่ำงไรก็ตำมยังขำดกำรศึกษำฤทธิ์ของสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตต่อกำรเจริญพัฒนำในระดับเซลล์ 

สมดุลกำรพัฒนำของสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกหรือเนื้อเยื่อไขมัน ทั้งยังไม่มีงำนวิจัยที่ศึกษำถึง

ฤทธิ์จำกสำรสกัดบริสุทธิ์จำกต้นเพชรสังฆำตในเซลล์ต้นก ำเนิดมนุษย์มีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ ( human 

mesenchymal stem cell: hMSC) ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีควำมเกี่ยวข้องโดยตรงกับกำรสร้ำงและซ่อมแซมเนื้อเยื่อ

กระดูก และเป็นเซลล์ที่สำมำรถจะเจริญไปเป็นเนื้ อเยื่ออ่ืนๆ ทั้งเนื้อเยื่อไขมัน กล้ำมเนื้อ กล้ำมเนื้อหัวใจ 

กระดูกอ่อน 7,8  โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในแง่ของชีววิทยำกำรเจริญพัฒนำ (developmental biology) ซึ่งเป็น

ศำสตร์ที่มีควำมส ำคัญในกำรประยุกต์ใช้เพ่ืองำนทำงเวชศำสตร์ฟ้ืนฟู (regenerative medicine) ในกำร

บ ำบัดรักษำโรคชรำภำพ เพ่ือตอบรับกับปัญหำสังคมผู้สูงอำยุในปัจจุบัน จึงน ำมำสู่โครงกำรวิจัยในครั้งนี้ 

 ผลกำรทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสำรสกัดต้นเพชรสังฆำตในห้องปฏิบัติกำรภำควิชำชีววิทยำ คณะ

วิทยำศำสตร์ ม.ศิลปำกร พบว่ำเมื่อสกัดต้นเพชรสังฆำตด้วยวิธีสกัดล ำดับส่วน เพื่อแยกสำรออกฤทธิ์ตำมควำม

มีข้ัวของสำรในตัวท ำละลำย 5 ชนิด คือ ethanol, hexane, ethyl acetate, n-butanol และน้ ำ พบว่ำที่ 72 

ชั่วโมง ส่วนสกัดในชั้น hexane มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์ต่ ำ และมีฤทธิ์ในกำรส่งเสริมกำรเปลี่ยนแปลงสภำพ

ของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกได้ดี โครงกำรวิจัยในครั้งนี้จึงมุ่งศึกษำเพ่ือพัฒนำต่อ

ยอดควำมรู้ เพ่ือศึกษำฤทธิ์ของสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในส่วนสกัดเฮกเซน ทั้งด้ำนควำมเป็นพิษต่อเซลล์

ในกำรเพำะเลี้ยงที่ยำวนำนขึ้น  ผลต่อกำรเจริญพัฒนำของเซลล์เปรียบเทียบทั้งกำรเจริญพัฒนำไปเป็นเนื้อเยื่อ

ที่ดีคือเนื้อเยื่อกระดูก กับกำรเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อไขมัน รวมถึงศึกษำกลไกกำรออกฤทธิ์ในระดับ

เซลล์ โดยศึกษำกำรแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้อง  
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1.2. วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. ศึกษำควำมเป็นพิษของสำรสกัดต้นเพชรสังฆำตในส่วนสกัด hexane เพ่ือเป็นฐำนข้อมูลด้ำนควำม 
ปลอดภัยในกำรใช้ 

2. ศึกษำฤทธิ์ของสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในส่วนสกัด hexane ในกำรส่งเสริมกำรเปลี่ยนแปลง
สภำพของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก เปรียบเทียบกับกำรพัฒนำของเซลล์ไปเป็น
เซลล์ในเนื้อเยื่อไขมัน 

3. ศึกษำกำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพในต้นเพชรสังฆำตและกลไกในกำรออกฤทธิ์ในระดับกำรแสดงออก
ของยีน ที่เกี่ยวข้องกับกำรเปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก 

 

1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ด้ำนวิชำกำร  

- เกิดองค์ควำมรู้ใหม่เกี่ยวกับสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพในต้นเพชรสังฆำต ต่อกำรเจริญพัฒนำ  

  ของสเต็มเซลล์ 

- มีกำรเผยแพร่ผลงำนวิจัยนี้ ในวำรสำรวิชำกำรซึ่งเป็นที่ยอมรับ 

 - มีกำรเผยแพร่ผลงำนวิจัยในกำรประชุมวิชำกำรทั้งในระดับชำติ และนำนำชำติ  

 - มีกำรถ่ำยทอดองค์ควำมรู้และฝึกฝนกระบวนกำรวิจัยสู่นิสิต นักศึกษำ นักวิจัยและผู้สนใจ 

ด้ำนนโยบำย 

- สร้ำงนักวิจัยและพัฒนำศักยภำพของนักวิจัยรุ่นใหม่ 

- ส่งเสริมกำรใช้ทรัพยำกร และภูมิปัญญำท้องถิ่นให้เกิดประโยชน์แก่คนในประเทศ 

เศรษฐกิจ พำณิชย์ ประโยชน์ต่อสังคม  

น ำไปสู่กำรพัฒนำต้นเพชรสังฆำตเพ่ือเป็นพืชสมุนไพรและพืชเศรษฐกิจ  หรือผลิตยำจำกควำมรู้เรื่อง

สำรบริสุทธิ์ที่ออกฤทธิ์ทำงยำ สำมำรถเผยแพร่ควำมรู้ที่ได้จำกกำรวิจัย ให้กับบุคคลทั่วไปที่สนใจ โดยกำรจัด

อบรมหรือเผยแพร่กับชุมชนโดยตรง 
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บทที่ 2 

บทตรวจสอบเอกสาร 

 มีเซนไคมอลสเต็มเซลล์เป็นสเต็มเซลล์ที่สำมำรถคัดแยกได้จำกเนื้อเยื่อที่เจริญสมบูรณ์แล้ว เช่น จำก

ไขกระดูก (bone marrow) หรือ เนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) จำกกำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรเจริญ

พัฒนำของสเต็มเซลล์ที่ได้จำกไขกระดูกและเนื้อเยื่อไขมันนี้ พบว่ำเซลล์มีควำมสำมำรถในกำรแบ่งตัวเพ่ิม

จ ำนวนและเปลี่ยนแปลงหน้ำที่เป็นเซลล์เฉพำะในเนื้อเยื่อต่ำงๆ ไม่จ ำกัดอยู่เพียงเนื้อเยื่อกระดูกหรือเนื้อเยื่อ

ไขมัน เช่น กล้ำมเนื้อ, กระดูกอ่อน, เซลล์ประสำท, เซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจ, และเซลล์ตับ เป็นต้น 9-12  มีเซนไค

มอลสเต็มเซลล์จำกไขกระดูก (bone marrow derived mesenchymal stem cells) ท ำหน้ำที่เป็นเซลล์ต้น

ก ำเนิดของเซลล์กระดูก เป็นเซลล์ส ำรองที่อยู่ในกระดูก มีควำมสำมำรถในกำรแบ่งตัวเพ่ิมจ ำนวนและเจริญ

พัฒนำไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกเมื่อเกิดบำดแผลหรือควำมเสียหำยของเนื้อเยื่อ 13 งำนวิจัยจ ำนวนมำก

สนใจศึกษำกลไกของเซลล์ชนิดนี้ในกำรเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์กระดูก 14,15  รวมถึงกำรตอบสนองของเซลล์

ต่อสิ่งเร้ำทั้งทำงเคมีและทำงกำยภำพ (chemical and physical stimuli) 16-18 เพ่ือเป็นกำรพัฒนำองค์ควำมรู้

และท ำควำมเข้ำใจในเรื่องของสมดุลกระดูก (bone homeo-stasis) กระบวนกำรสร้ำงและสลำยกระดูก 

(bone formation and resorption)     

  กำรศึกษำมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์นอกร่ำงกำย ( in vitro) พบว่ำเซลล์ที่คัดแยกได้จำก

คุณสมบัติในกำรยึดเกำะกับพ้ืนผิว (plastic adherent isolation) มีควำมสำมำรถในกำรแบ่งเซลล์เพิ่มจ ำนวน

และเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อที่จ ำเพำะ โดยมีควำมสำมำรถในกำรแบ่งตัวเพ่ือเพ่ิมจ ำนวนเซลล์ 

(population doublings) มำกถึง 38 ครั้ง ก่อนที่เซลล์ที่เคยมีรูปร่ำงแหลมหัวท้ำย (spindle-shape) จะเริ่มมี

กำรเปลี่ยนรูปร่ำงเป็นเซลล์แผ่บำงและเสื่อมสภำพ จำกกำรประเมินกำรคงคุณลักษณะในกำรแบ่งเซลล์ กำร

เจริญ (growth curve) และกำรพัฒนำเปลี่ยนไปเป็นเซลล์ที่จ ำเพำะ พบว่ำมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์เป็นเซลล์ที่

มีกำรเจริญอยู่ตรงกลำงระหว่ำงเนื้อเยื่อตัวอ่อน (embryonic tissue) และเนื้อเยื่อที่เจริญเต็มวัย (adult 

tissue) 19 ต่อมำมีกำรศึกษำถึงผลของอำยุของผู้บริจำคเซลล์ต่อควำมเป็นสเต็มเซลล์ของมีเซนไคมอลสเต็ม

เซลล์ จำกอำยุ 17-90 ปี พบว่ำเซลล์จำกผู้สูงอำยุใช้เวลำนำนขึ้นในกำรแบ่งเซลล์เพ่ิมจ ำนวน (doubling time) 

มีกำรตำยของเซลล์มำกขึ้น (apoptotic) และควำมสำมำรถในกำรเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์กระดูกลดลง 

(osteogenic differentiation) 20 

     ในกำรกระตุ้นให้สเต็มเซลล์มีกำรเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกนอกร่ำงกำย 

สำมำรถท ำได้หลำยวิธี วิธีหนึ่งที่มีกำรใช้กันอย่ำงแพร่หลำยคือกำรใส่สำรเพ่ิมเติมลงในอำหำรเลี้ยงเซลล์ โดย
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สำรเคมีพ้ืนฐำนที่มีกำรใช้ได้แก่ ascorbic acid หรือ วิตำมินซี เนื่องจำกมีควำมส ำคัญในกำรสังเครำะห์คอลลำ

เจน ซึ่งเป็นโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบหลักในเนื้อเยื่อกระดูก (organic extracellular matrix)   มีกำรเติม

beta-glycerol phosphate ให้เป็นแหล่งแร่ธำตุฟอสเฟต เพ่ือใช้ในกำรสร้ำงแคลเซียมฟอสเฟต เมื่อเซลล์มี

กำรสร้ำงมวลกระดูก และมีกำรเติมสำร dexamethasone ซึ่งเป็นสำรที่ออกฤทธิ์ในกำรกระตุ้นให้เซลล์มีกำร

เปลี่ยนแปลงรูปร่ำงและเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก 21 

  อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำมีปัจจัยอื่นที่สำมำรถกระตุ้นให้สเต็มเซลล์เจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์กระดูก

ได้ โดยไม่ต้องเติม dexamethasone ลงในอำหำรเลี้ยงเซลล์ เช่น กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ใน hydrogel ซ่ึงมีกำร

ปรับปรุงโครงสร้ำงและใส่ peptide RGD (Arg-Gly-Asp) 22 หรือ กำรกระตุ้นด้วยแรง (mechanical loading) 

โดยสำมำรถส่งเสริมกำรเจริญไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกของสเต็มเซลล์ เพ่ิมกำรสะสมแคลเซียม กำร

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับกำรเจริญพัฒนำกระดูกและกำรท ำงำนของเอนไซม์อัลคำไลฟอสฟำเทส (alkaline 

phosphatase activity) เช่น cyclic tensile strain เป็นต้น 23-26 

       ต้นเพชรสังฆำต (Cissus quadrangularis L.) เป็นพืชที่มีกำรน ำมำศึกษำฤทธิ์ทำงชีวภำพที่

หลำกหลำย เนื่องจำกสรรพคุณทำงยำสมุนไพรที่ระบุไว้มีหลำยแขนงทั้งรักษำโรคริดสีดวงทวำร แก้ปวดเมื่อย

กล้ำมเนื้อ อำกำรประจ ำเดือนไม่ปกติในผู้หญิง รักษำโรคกระดูก1  ซึ่งจะเห็นได้จำกงำนวิจัยที่ตีพิมพ์ออกมำ

ในช่วงสิบปีที่ผ่ำนมำ โดยมีรำยงำนว่ำส่วนสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตมีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยค่ำ IC50 = 522 

µg/mL และต้ำนกำรท ำงำนของเอนไซม์ tyrosinase และกำรสร้ำง melanin ใน B16 melanocytes 27  

จำกกำรศึกษำยังพบว่ำส่วนสกัดนี้ช่วยลดควำมเสี่ยงในกำรเกิดโรคหัวใจ  ป้องกันและรักษำโรค Syndrome X 
28 และป้องกันและลดกำรเกิดแผลในกระเพำะอำหำร 29,30  นอกจำกนี้ยังพบว่ำส่วนสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตใช้

เป็นองค์ประกอบของอำหำรเสริมร่วมกับ --butyrobetaine ซึ่งจะช่วยเพ่ิมกระบวนกำรย่อยสลำยกรดไขมัน

ในร่ำงกำย 31 และส่วนสกัดนี้กับส่วนสกัดจำกใบต้น mulberry ช่วยในกำรควบคุมน้ ำหนัก โรคเบำหวำน และ

กระบวนกำรเผำผลำญของร่ำงกำย 32 นอกจำกส่วนสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตมีฤทธิ์ทำงชีวภำพมำกมำย จำก

กำรวิจัยยังไม่พบว่ำกำรใช้ส่วนสกัดนี้ในหนูทดลองปริมำณ 2500 mg/kg เป็นพิษหรือมีผลข้ำงเคียงแต่อย่ำงใด 
33 

       จำกกำรศึกษำฤทธิ์ของสำรสกัดเพชรสังฆำตด้วยส่วนสกัดหยำบในเอทำนอลกับสัตว์ทดลอง 

พบว่ำสำรสกัดด้วยเอทำนอลของต้นเพชรสังฆำตส่งเสริมกำรสร้ำง cortical bone และ trabecular bone ใน

ตัวอ่อนของหนูแรท เมื่อมีกำรให้สำรสกัดกับหนูแรทที่ก ำลังตั้งครรภ์และศึกษำมวลกระดูกในลูกหนูแรกเกิดจำก

แม่ท่ีได้รับสำรสกัด เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 34 นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำในเรื่องฤทธิ์ของต้นเพชรสังฆำตต่อ

กำรช่วยป้องกันโรคกระดูกพรุน โดยเป็นกำรทดลองในหนูแรทซึ่งถูกตัดรังไข่ เนื่องจำกรังไข่เป็นแหล่งส ำคัญใน
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กำรสร้ำงฮอร์โมนเอสโตรเจน ท ำหน้ำที่ควบคุมสมดุลของกำรสร้ำงและสลำยมวลกระดูก พบว่ำในกลุ่มหนูที่ถูก

ตัดรังไข่และไม่ได้รับสำรสกัด (กลุ่มควบคุม) โครงสร้ำงของมวลกระดูกและควำมสำมำรถในกำรรับแรงของ

กระดูกลดลงกว่ำ 50% อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ  ขณะที่กำรได้รับสำรสกัดเอทำนอลจำกต้นเพชรสังฆำตใน

กลุ่มทดลองสำมำรถชดเชยควำมผิดปกติที่เกิดจำกกำรถูกตัดรังไข่ และรักษำสมดุลของกระดูกในหนูแรทได้ 35 

นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำควำมเครียดออกซิเดชั่นในหนูแรทที่ถู กตัดรังไข่ พบว่ำสำรสกัดหยำบจำกต้น

เพชรสังฆำตสำมำรถลดควำมเครียดออกซิเดชั่นที่เกิดขึ้นในกระดูกฟีเมอร์ซึ่งเกิดจำกกำรตัดรังไข่ของหนูแรท 36 

   นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำผลของสำรสกัดหยำบจำกต้นเพชรสังฆำตด้วยเมทำนอล ในหนูแรท

ที่มีกำรกระตุ้นให้เป็นโรคตับ โดยกำรให้อำหำรที่มีไขมันและมีน้ ำตำลฟรุคโตสสูง พบว่ำสำรสกัดจำกต้น

เพชรสังฆำตช่วยลดอำกำรของโรคที่เกิดกำรจำกกำรกระตุ้นด้วยอำหำรดังกล่ำวได้  37 ในปีเดียวกันมีรำยงำน

กำรศึกษำเพ่ิมเติมเกี่ยวกับกำรป้องกันพิษต่อตับในหนูแรท โดยสำรสกัดจำกเพชรสังฆำตด้วยเมทำทอล โดย

กำรให้สำรพิษ isoniazid และสำรสกัดควบคู่กัน พบว่ำหนูที่ได้รับสำรสกัดมีปริมำณ lipid peroxidation น้อย

กว่ำกลุ่มที่ได้รับแต่สำรพิษ isoniazid อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ 38 กำรศึกษำผลของสำรสกัดเพชรสังฆำตต่อ

กำรป้องกันโรคอ้วน โดยท ำกำรทดลองในหนูไมซ์ที่ได้รับอำหำรไขมันสูง พบว่ำหนูที่ได้รับสำรสกัดจำกต้น

เพชรสังฆำตควบคู่ไปกับกำรได้รับอำหำรไขมันสูง มีปริมำณไขมันในร่ำงกำย, ขนำดของเซลล์ไขมัน, และ

ปริมำณเนื้อเยื่อไขมันที่น้อยกว่ำในกลุ่มควบคุม โดยพบว่ำท ำให้เกิดกำรแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ

กระบวนกำรสร้ำงเซลล์ไขมันและสะสมไขมันลดลง 39 

         Chidambara Murthy และคณะ ได้รำยงำนฤทธิ์ในกำรต้ำนอนุมูลอิสระและกำรต้ำนกำร

เจริญของเชื้อ (antioxidant and antimicrobial activity) ของสำรสกัดจำกเพชรสังฆำตด้วยตัวท ำละลำย

ต่ำงๆ ในปีค.ศ. 2003โดยพบว่ำส่วนสกัดด้วย ethyl acetate มีฤทธิ์ในกำรต้ำนอนุมูลอิสระมำกกว่ำ 60% 

และมำกกว่ำส่วนสกัดในเมทำนอลหรือน้ ำ นอกจำกนี้ยังพบว่ำส่วนสกัดใน ethyl acetate และเมทำนอลมี

ฤทธิ์ในกำรต้ำนกำรเจริญของแบคทีเรีย Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, 

และ Streptococcus 40 

           ส ำหรับกำรศึกษำฤทธิ์ของสำรสกัดเพชรสังฆำตต่อเซลล์ มีรำยงำนกำรศึกษำฤทธิ์ของสำรสกัด

ส่วนด้วย petroleum ether กับมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์จำกหนูแรท โดยพบว่ำออกฤทธิ์กระตุ้นให้เซลล์มีกำร

เจริญเพ่ิมขึ้น และมีกำรสะสมแคลเซียมเพ่ิมข้ึน 41  นอกจำกนี้ยังมีกำรทดสอบกับเซลล์กระดูกออสติ-โอบลำสต์

ในหนูไมซ์ โดยพบว่ำสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในส่วนสกัดหยำบเอทำนอล กระตุ้นให้เซลล์มีกำรสร้ำง

เอนไซม์อัลคำไลน์ฟอสฟำเทสและกำรสะสมแคลเซียมเพ่ิมขึ้น 42 คณะผู้วิจัยได้ท ำกำรศึกษำต่อโดยกำรใช้สำร

ยับยั้งกำรท ำงำนของ mitogen-activated protein kinase (MAPK) พบว่ำเมื่อมีกำรยับยั้งกำรท ำงำนของ 

MAPK กำรท ำงำนของเอนไซม์อัลคำไลน์ฟอสฟำเทสที่เพ่ิมขึ้นด้วยฤทธิ์จำกสำรสกัดเพชรสังฆำตมีกำรลดลง
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อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ 43 นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำสำรสกัดเพชรสังฆำตในตัวท ำละลำยเฮกเซน โดยพบว่ำ

สำมำรถส่งเสริมกำรเจริญไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกของเซลล์กระดูกออสติโอบลำสต์จำกหนูไมซ์ โดยอยู่ใน

ระหว่ำงกำรแยกหำสำรบริสุทธิ์และทดสอบหำสำรออกฤทธิ์ 44-      อย่ำงไรก็ตำมยังคงขำดกำรศึกษำถึง

องค์ประกอบบริสุทธิ์ของต้นเพชรสังฆำต กำรทดสอบควำมเป็นพิษและฤทธิ์ทำงชีวภำพต่อกำรเจริญพัฒนำของ

มีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ในมนุษย์ รวมถึงกลไกกำรออกฤทธิ์ในระดับเซลล์และกำรแสดงออกของยีน โดยเฉพำะ

อย่ำงยิ่งในชั้นตัวท ำละลำย hexane ซึ่งจำกกำรทดลองเบื้องต้นของคณะผู้ วิจัยพบว่ำเป็นสำรสกัดต้น

เพชรสังฆำตในชั้นตัวท ำละลำ hexane มีควำมเป็นพิษต่ ำและสำมำรถส่งเสริมกำรเจริญพัฒนำของสเต็มเซลล์

ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกได้ดี โครงกำรวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์ เพื่อศึกษำผลของส่วนสกัด hexane จำกต้น

เพชรสังฆำต ต่อกำรเจริญของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ ควำมเป็นพิษต่อเซลล์ กำรเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์ใน

เนื้อเยื่อกระดูกและเนื้อเยื่อไขมันของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ กลไกกำรออกฤทธิ์ในระดับกำรแสดงออกของยีน 

เพ่ือน ำไปสู่กำรสกัดสำรออกฤทธิ์ให้บริสุทธิ์ เพ่ือใช้ในกำรรักษำสมดุลของกำรเจริญพัฒนำของสเต็มเซลล์ไปเป็น

เซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกหรือเนื้อเยื่อไขมันต่อไป 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินงาน 
3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

วัสดุและอุปกรณ์ 

1. จำนหลุม (Microwell plate) (บริษัท NUNC, Denmark) 

2. ขวดเพำะเลี้ยงเซลล์ (Cell culture flask T-75 cm2) (Nunclon Catalog #085391) 

3. ขวดแกว้ (laboratory bottle) 

4. ตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety cabinet class 2) (ยี่ห้อ Haier รุ่น 1200-IIA2-D, china) 

5. ตู้ดูดควัน (Fume hood) 

6. ไมโครปิเปต (Micropipette/ Autopipette) 

7. ไมโครปิเปตแบบหลำยช่อง (Multichannel pipette) 

8. พำสเจอร์ปิเปต (Pasteur Pipette) 

9. ปิเปต (Pipette) 

10. ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) 

11. หลอดเซนติฟิวก์พลำสติก (Centrifuge tube) 

12. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ (Microcentrifuge tube) 

13. ที่กรองอำหำร (Sterilization filter) 

14. กระดำษกรอง (Filter Papers) 

15. บีกเกอร์ (Beaker) 

16. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge)  

17. ช่องนับจ ำนวนเซลล์ (Haemocytometer) (BOECO, Germany) 
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18. กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (Inverted microscope) (บริษัท Olympus รุ่น CK30) 

19. ตู้บ่ม (CO2 incubator) (บริษัท GIBTHAI ยี่ห้อ SHELLAB) 

20. เครื่องชั่งสำรเคมี (Balance) (บริษัท Satorius Basic) 

21. เครื่องผสมสำรละลำย (Vortex mixer) (บริษัท Bio-active จ ำกัด รุ่น A066974) 

22. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (Spin down centrifuge) 

23. อ่ำงน้ ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) (บริษัท DAIHAN Scientific) 

24. เครื่องวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง (Microplate reader) (บริษัท Bio-active จ ำกัด รุ่น A066974) 

25. เครื่องโยก (Plate shaker) 

26. เครื่องเพ่ิมปริมำณสำรพันธุกรรมในหลอดทดลอง (Thermal cycler) (บริษัท BioRad รุ่น T 100, USA) 

27. nanodrop spectrophotometer 

28. เครื่องตรวจสอบกำรเพ่ิมปริมำณสำรพันธุกรรมในสภำพจริง (Real-Time PCR System) (บริษัท Applied 

Biosystems รุ่น ABI 7500 Fast, USA) 

สำรเคมี 

1. สำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำต (ภำควิชำเคมี มหำวิทยำลัยศิลปำกร) 

2. Complete Growth Medium : Minimum Essential Medium Eagle - alpha modified 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% l-glutamine, 100 U/mL pencillin and 

100 µg/mL streptomycin. 

3. α-MEM (Minimum Essential Medium Eagle, alpha-modified with L-glutamine) (Hyclone, 

USA, Catalog #SH30265.02)  

4. Adipogenic Differentiation Medium : Minimum Essential Medium Eagle - alpha modified 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM l-glutamine, 100 U/mL pencillin, 
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100 µg/mL streptomycin, 1 µM dexamethasone, 500 µM isobutylmethylxanthine (IBMX) , 10 

µg/mL h-Insulin and 100 µM indomethacin. 

5. Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone, USA, Catalog #SV30160.03) 

6. Penicillin Streptomycin (Pen/Strep) (Corning®, USA, Catalog #30-002-CI) 

7. L-glutamine (Corning®, USA, Catalog #SH30034.02) 

8. Dexamethasone (Sigma, USA, Catalog #D8893-1MG)  

9. H-Insulin (Sigma, USA, Catalog #I9278-5ML) 

10. Indomethacin (Sigma, USA, Catalog #I7378-5G) 

11. Isobutylmethylxanthine (IBMX) (Sigma, USA, Catalog #I5879-1G) 

12. phosphate buffered saline (PBS) (Hyclone, USA, Catalog #SH30258.02) 

13. 0.25% Trypsin-EDTA  (Gibco, Canada, Catalog #VX25200072) 

14. Trypan blue (Fluka, Catalog #093590) 

15. Oil red O (Sigma-Aldrich, USA, Catalog #00625-25G) 

16. Formaldehyde (BDH, Catalog #101133W) 

17. 2-propanol (BDH, Catalog #UN1219) 

18. Ethanol (Merck, Germany, Cas no.64-17-5) 

19. น้ ำกลั่น (Distilled water) 

20. น้ ำปรำศจำกไอออน (Deionized water) 

21. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Biochemical, USA, Catalog #PC0906) 

22. Alamarblue (Invitrogen™, USA, Catalog #DAL1025) 
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3.2 ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 

3.2.1. การแยกองค์ประกอบทางเคมี 

3.2.1.1 การสกัดหยาบเพชรสังฆาตด้วย Ethanol 
 1. แช่ผงเพชรสังฆำตอบแห้ง 600 กรัม ด้วย Ethanol 2,400 มล. ในขวดรูปชมพู่เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
โดยกวนของผสมเป็นครั้งครำว 
 2. กรองผงเพชรสังฆำตออกจำกส่วนสกัด Ethanol แล้วน ำส่วนสกัดไประเหยตัวท ำละลำยออกภำยใต้
ควำมดันต่ ำที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส จะได้ส่วนสกัดหยำบ Ethanol ของเพชรสังฆำต 
 3. น ำผงเพชรสังฆำตที่กรองออกในข้อ 2 มำสกัดด้วย Ethanol ต่ออีก 2 รอบ รอบละ 2,400 มล. 
ตำมข้อ 1 และ 2 จะได้เป็นส่วนสกัดหยำบ Ethanol ทั้งหมด และน ำไปชั่งน้ ำหนัก  
 
3.2.1.2 การสกัดล าดับส่วนเพชรสังฆาต (Hexane, Ethyl acetate, n-butanol, น้ ำ) 
 1. น ำส่วนสกัดหยำบ Ethanol ทั้งหมดมำเติมน้ ำกลั่น 200 มล. แล้วสกัดด้วย hexane 400 มล. ใน 
separatory funnel แล้วปล่อยทิ้งไว้ให้แยกชั้นชัดเจน 
 2. ไขส่วนที่เป็นชั้น organic (ชั้น hexane) ออกมำ แล้วน ำไประเหยตัวท ำละลำยออกภำยใต้ควำมดัน
ต่ ำที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส จะได้ส่วนสกัด hexane  
 3. น ำชั้นน้ ำที่ได้จำกข้อ 2 มำสกัดด้วย hexane ซ้ ำอีก 2 รอบ รอบละ 400 มล. ตำมข้อ 1 และ 2 จะ
ได้ส่วนสกัด hexane ทั้งหมด และน ำไปชั่งน้ ำหนัก 
 4. น ำชั้นน้ ำที่ได้จำกข้อ 3 มำสกัดด้วย ethyl acetate 400 มล. ปล่อยทิ้งไว้ให้แยกชั้นชัดเจน 
 5. ไขส่วนที่เป็นชั้น organic (ชั้น ethyl acetate) ออกมำ แล้วน ำไประเหยตัวท ำละลำยออกภำยใต้
ควำมดันต่ ำที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส จะได้ส่วนสกัด ethyl acetate 
 6. น ำชั้นน้ ำที่ได้จำกข้อ 5 มำสกัดด้วย ethyl acetate ซ้ ำอีก 2 รอบ รอบละ 400 มล. ตำมข้อ 4 
และ 5 จะได้ส่วนสกัด ethyl acetate ทั้งหมด และน ำไปชั่งน้ ำหนัก 
 7. น ำชั้นน้ ำที่ได้จำกข้อ 6 มำสกัดด้วย n-butanol 400 มล. ปล่อยทิ้งไว้ให้แยกชั้นชัดเจน 
 8. ไขส่วนที่เป็นชั้น organic (ชั้น n-butanol) ออกมำ แล้วน ำไประเหยตัวท ำละลำยออกภำยใต้ควำม
ดันต่ ำที่อุณหภูม ิ50-60 องศำเซลเซียส จะได้ส่วนสกัด n-butanol 
 9. น ำชั้นน้ ำที่ได้จำกข้อ 8 มำสกัดด้วย n-butanol ซ้ ำอีก 2 รอบ รอบละ 400 มล. ตำมข้อ 7 และ 8 
จะได้ส่วนสกัด n-butanol ทั้งหมด และน ำไปชั่งน้ ำหนัก 
 10. น ำชั้นน้ ำที่เหลือจำกข้อ 9 ไประเหยน้ ำออกภำยใต้ควำมดันต่ ำที่อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส จะได้
ส่วนสกัดน้ ำ 
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3.2.1.3 การแยกส่วนสกัด hexane ด้วยเทคนิค flash column chromatography 
 1. หำระบบตัวท ำละลำยที่ใช้ในกำรชะสำรออกจำกคอลัมน์ด้วยเทคนิคTLC  
 2. ท ำกำร pack column โดยใช้ซิลิกำเจลขนำดเล็ก  
 3. ปรับสภำพ column ด้วย 100% hexane 500 มล. 
 4. ละลำยสำรสกัด hexane 24.1931 กรัม ด้วย dichloromethane แล้วน ำมำเคลือบลงบน           
ซิลิกำเจลขนำดเล็ก โดยใช้ซิลิกำเจลไม่เกินสำมเท่ำของสำร แล้วระเหยตัวท ำละลำยออกจนแห้ง 
 5. ถ่ำยสำรสกัด hexane ที่แห้ง ลงบนคอลัมน์ที่เตรียมไว้  
 6. ท ำกำรชะ column ที่ต่อกับเครื่องปั๊ม ด้วยเฟสเคลื่อนที่ (ตัวท ำละลำย) ครั้งละ 500 มล. (โดยใช้
กระดำษกรองรองบนหน้ำสำร เพ่ือป้องกันหน้ำสำรพังขณะชะตัวท ำละลำย) ซึ่งในกำรชะสำรออกจำก 
column ด้วยตัวท ำละลำยจะเริ่มจำกระบบตัวท ำละลำยที่มีขั้วต่ ำและค่อยๆ เพ่ิมขั้วของระบบตัวท ำละลำยขึ้น
ช้ำๆ โดยในแต่ละรอบของกำรชะจะวิเครำะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของสำรที่ชะออกมำด้วยเทคนิค Thin 
layer chromatogrphy (TLC) หำกพิจำรณำแล้วเห็นว่ำระบบตัวท ำละลำยที่ใช้อยู่ชะสำรออกจำก column 
ได้ไม่มีประสิทธิภำพแล้ว จะเปลี่ยนระบบตัวท ำละลำยให้มีขั้วสูงขึ้นทันที โดยกำรทดลองนี้ใช้ระบบตัวท ำ
ละลำยและปริมำณดังแสดงในตำรำงที่ 3-1 ตำมล ำดับ 
ตำรำงที่ 3-1 ล ำดับกำรสกัดด้วยเทคนิค Flash column chromatography 
No. Solvent Times Volume (ml) Fraction 
1. 100% hexane 5 2,500 1-5 
2. 1% Ethyl acetate/Hexane 5 2,500 6-10 
3. 2% Ethyl acetate/Hexane 5 2,500 11-15 
4. 3% Ethyl acetate/Hexane 6 3,000 16-21 

  5. 4% Ethyl acetate/Hexane 7 3,500 22-28 
6. 5% Ethyl acetate/Hexane 7 3,500 29-35 
7. 6% Ethyl acetate/Hexane 6 3,000 36-41 
8. 7% Ethyl acetate/Hexane 5 2,500 42-46 
9. 9% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 47-49 
10. 12% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 50-52 
11. 20% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 53-55 
12. 25% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 56-58 
13. 30% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 59-61 
14. 35% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 62-64 
15. 40% Ethyl acetate/Hexane 2 1,000 65-66 
16. 50% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 67-69 
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17. 60% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 70-72 
18. 80% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 73-75 
19. 90% Ethyl acetate/Hexane 3 1,500 76-78 
20. 100% Ethyl acetate 2 1,000 79-80 
21. 2% Methanol/Ethyl acetate 1 500 81 
22. 5% Methanol/Ethyl acetate 1 500 82 
23. 10% Methanol/Ethyl acetate 3 1,500 83-85 
24. 100% Methanol 2 1,000 86-87 

 
7. ตรวจสอบองค์ประกอบของแต่ละ fraction (1-87 fractions) ด้วยเทคนิค TLC แล้วท ำกำรรวม

องค์ประกอบที่เหมือนกันได้เป็น 1H-46H 
 8. ระเหยตัวท ำละลำยออกภำยใต้ควำมดันต่ ำที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส  

9. ชั่งน้ ำหนักสำรที่แยกได้ (1H-46H) 
3.2.2 การเตรียมสารสกัดจากต้นเพชรสังฆาตเพื่อทดสอบในเซลล์ 

 ชั่งสำรสกัดจำกเพชรสังฆำตในส่วนสกัด ที่ได้จำกขั้นต้นที่ 1 ประมำณ 0.0005-0.0010 กรัม ด้วย

เครื่องชั่ง 4 ต ำแหน่ง  ใส่ใน Microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ปรับควำมเข้มข้นเป็น 1 µg/µl โดย

กำรละลำยด้วยตัวท ำละลำย 0.01% Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Biochemical, USA, Cat No.PC0906) 

น ำไปแช่ใน Water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส จนสำรละลำย จำกนั้นเติม Basal Medium 

(Minimum Essential Medium Eagle, alpha-modified with L-glutamine (α-MEM) (Hyclone, USA, 

Cat No.SH30265.02) ผสมสำรละลำยจนเป็นเนื้อเดียวกัน และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 

3.2.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์  

 เพำะเลี้ยงเซลล์ต้นก ำเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์จำกไขกระดูก (Human bone marrow-derived 

mesenchymal stem cells : UE7T-13) จำก Japanese Collection of Research Bioresources Cell 

Bank (JCRB) ใช้อำหำร Complete Growth Medium (CGM) [Minimum Essential Medium Eagle, 

alpha-modified with L-glutamine (α-MEM) (Hyclone, USA, Cat No.SH30265.02), 10% Fetal 

Bovine Serum (FBS) (Hyclone, USA, Cat No.SV30160.03) , 2 mM L-glutamine (Corning®, USA, 

Cat No.SH30034.02) และ 100 µg/ml Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) (Corning®, USA, Cat 

No.30-002-CI) ] ในขวดเพำะเลี้ยงเซลล์ ขนำด 75 cm² (Nunclon Cat. No.085391) บ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศำเซลเซียส บรรยำกำศ 5 เปอร์เซ็นต์คำร์บอนไดออกไซด์ ในตู ้CO2 Incubators (บรษิัท SHELLAB) 
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Subculture เมื่อเซลล์เจริญเติบโต 80-90% ของพื้นที่ผิวขวดเพำะเลี้ยงเซลล์ โดย Subculture ratio 1:4 

และตลอดทั้งกำรทดลองใช้ Passage 8-10 

3.2.4 ตรวจสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากต้นเพชรสังฆาต ต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลล์ต้น

ก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก 

 เพำะเลี้ยงเซลล์ UE7T-13 ในจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 24 หลุม (NUNC, Cat No.143982) จ ำนวน

หลุมละ 2x104 เซลล์ ในอำหำร CGM ปริมำตรหลุมละ 600 µl เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง จำกนั้นทดสอบฤทธิ์สำร

สกัดจำกต้นเพชรสังฆำตใน Hexane ทีค่วำมเข้มข้น 10 µg/ml ใน Osteogenic Differentiation Medium 

(ODM) ปริมำตรรวม 600 µl/หลุม จ ำนวน 2 ซ้ ำ  [Minimum Essential Medium Eagle, alpha-modified 

with L-glutamine (α-MEM) (Hyclone, USA, Cat No.SH30265.02), 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 

(Hyclone, USA, Cat No.SV30160.03) , 2 mM L-glutamine (Corning®, USA, Cat No.SH30034.02) , 

100 µg/ml Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) (Corning®, USA, Cat No.30-002-CI) , 0.1 µM 

Dexamethasone (Sigma, USA, Cat No.D8893-1MG , 50 µM Ascorbic acid (Sigma, USA, Cat 

No.50-81-7) และ 10 mM ß-glycerolphosphate (BGP) (Sigma, USA, Cat No.113170-55-1)] 

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เพำะเลี้ยงเซลล์ใน CGM และ ODM ปริมำตร 600 µl/หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศำเซลเซียส บรรยำกำศ 5 เปอร์เซ็นต์คำร์บอนไดออกไซด์ ในตู้ CO2 Incubators โดยเปลี่ยนอำหำรหลุมละ 

300 µl/หลุม ทุกๆ 3 วัน เป็นระยะเวลำ 14 วัน จำกนั้นน ำไปศึกษำกำรสะสมแคลเซียมของเซลล์ในเนื้อเยื่อ

กระดูกด้วยวิธีย้อมสี Alizarin Red และวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 405 นำโนเมตรด้วยเครื่อง 

Microplate reader (บริษัท PerkinElmer รุ่น VICTOR Nivo) 

 กำรย้อมสี Alizarin red เป็นกำรศึกษำกำรสะสมแคลเซียมภำยนอกเซลล์ เมื่อ Alizarin red จับกับ

แคลเซียมจะเกิดเป็นผลึกสีแดงของ Alizarin red S-calcium complex ซึ่งจัดเป็นข้อมูลเชิงคุณภำพ หลังจำก

กำรชักน ำเซลล์ UE7T-13 ให้เปลี่ยนสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกในจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 96 หลุม 

เป็นระยะเวลำ 14 วัน น ำมำย้อมสี Alizarin red 45 โดยดูดอำหำรเก่ำทิ้ง ล้ำงด้วย Dulbecco’s phosphate 

buffered saline (DPBS) (Hyclone, USA, Cat No.SH30258.02) หลุมละ 200 µl จ ำนวน 2 ครั้ง ท ำกำร 

Fixed เซลล์ด้วย 4% Paraformaldehyde (BOH, Cat No.101133W) หลุมละ 200 µl บ่มทิ้งไว้ 20 นำที ที่

อุณหภูมิห้อง ล้ำงด้วยน้ ำกลั่น หลุมละ 200 µl จ ำนวน 2 ครั้ง ย้อมสีด้วย 2%(w/v) Alizarin red , pH 4.1 

(Sigma, USA, Cat No.130-22-3) หลุมละ 100 µl บ่มทิ้งไว้ 15 นำที ที่อุณหภูมิห้อง ล้ำงสีส่วนเกินออกด้วย

น้ ำกลั่น หลุมละ 100 µl จ ำนวน 2 ครั้ง และบันทึกภำพเซลล์ที่ได้ด้วยกล้องถ่ำยรูปและ Inverted 
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microscope (บริษัท Olympus รุ่น CK30) หลังจำกนั้นน ำมำตรวจสอบข้อมูลเชิงปริมำณตำมโปรโตคอลของ 

ScienCell™ ด้วยกำรเติม 10%(v/v) Acetic acid (Sigma, USA, Cat No.64-19-7) หลุมละ 100 µl เขยำ่ที่

อุณหภูมิห้องด้วยเครื่อง Shaker plate 30 นำที ใช้ Tip ขูดเซลล์ในจำนเพำะเลี้ยงเซลล์และดูดสำรละลำย

ทั้งหมดใส่ใน Microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มิลลิลิตร น ำไป Vortex (บริษัท Scientific Industries) 30 

วินำที ใช้ Parafilm พันรอบฝำ tube แช่ใน Water bath (บริษทั DAIHAN Scientific) ที่อุณหภูมิ 85 องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที แช่ในน้ ำแข็ง 5 นำที โดยหลีกเลี่ยงกำรเปิดฝำจนกว่ำ tube จะเย็น น ำไป 

Centrifuge (บริษัท Hettich UNIVERSAL) ที่ 1,500g เป็นเวลำ 15 นำที ดูดส่วน Supernatant ใส่ใน 

Microcentrifuge tube หลอดใหม่ เติม 10%(v/v) Ammonium hydroxide (Sigma, USA, Cat No.1336-

21-6) 75 µl เพ่ือ Neutralize กรด โดย pH ควรอยูในช่วง 4.1-4.5 ดูดสำรละลำยจำก tube ใส่ใน 

Microplate ขนำด 96 well หลุมละ 50 µl จ ำนวน 4 ซ้ ำ น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 405 

นำโนเมตรด้วยเครื่อง Microplate reader และวิเครำะห์ผลทำงสถิติด้วย T-test  

3.2.5 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อไขมัน

โดยทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากต้นเพชรสังฆาตในชั้นของส่วนสกัดเฮกเซน 

เพำะเลี้ยงเซลล์ต้นก ำเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์จำกไขกระดูก (UE7T-13, JCRB# 1154 passage 10)  ใน 48 

well plate (NEST, Denmark, Catalog #748001) จ ำนวนหลุมละ 1x104 เซลล์ ในอำหำร adipogenic 

differentiation  medium (ADM) ปริมำตรหลุมละ 300 µl ที่มีสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในชั้นของส่วน

สกัดเฮกเซน คือ 8H 14H และ 45H ทีค่วำมเข้มข้น 10 µg/ml จ ำนวน 5 ซ้ ำ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ี

เพำะเลี้ยงเซลล์ใน adipogenic differentiation  medium (ADM) และ complete growth medium 

(CGM) น ำมำบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส และ 5% CO2 ในตู้ incubator โดยเปลี่ยนอำหำรใหม่ทุกๆ 3 

วัน หลุมละ 150 µl เป็นระยะเวลำ 21 วัน 

3.2.6 ศึกษาผลของการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากต้นเพชรสังฆาตโดยตรวจวัดปริมาณการสะสม 

ไขมันภายในเซลล์ด้วยสีย้อม Oil red O และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร 

หลังจำกกำรชักน ำเซลล์ต้นก ำเนิดชนิดมีเซนไมค์จำกไขกระดูกไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อไขมันเป็นระยะเวลำ 21 

วัน ดูดอำหำรเก่ำทิ้งทุกหลุม ล้ำงเซลล์ด้วย phosphate buffered saline (PBS) จำกบริษัท Hyclone (USA, 

Catalog #SH30258.02) หลุมละ 500 µl จ ำนวน 2 ครั้ง ท ำกำร fixed เซลล์ด้วย 4% formaldehyde หลุม

ละ 500 µl ทิ้งไว้ 10 นำที ที่อุณหภูมิห้อง ล้ำงเซลล์ด้วยน้ ำกลั่น จ ำนวน 2 ครั้ง และเติม 60% isopropanol 

หลุมละ 500 µl ทิ้งไว้ 5 นำที ที่อุณหภูมิห้อง จำกนั้นย้อมเซลล์ด้วยสีย้อม Oil red O/60% isopropanol 
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เป็นผลิตภัณฑ์จำกบริษัท Sigma-Aldrich (USA, Catalog #00625-25G) หลุมละ 200 µl ทิ้งไว้ 10 นำที ที่

อุณหภูมิห้อง ล้ำงเซลล์ด้วยน้ ำกลั่น หลุมละ 500 µl จ ำนวน 2-5 ครั้ง หำกล้ำงสีย้อมไม่หมดให้เติม 60% 

isopropanol หลุมละ 3-5 หยด ทิ้งไว้ 30 วินำที ดูดทิ้งและล้ำงด้วยน้ ำกลั่น บันทึกภำพเซลล์ที่ได้ หลังจำกวัด

ปริมำณกำรสะสมของไขมันโดย เติม 100% isopropanol หลุมละ 500 µl น ำไปตั้งบนเครื่องเขย่ำ (plate 

shaker) 15 นำที ดูดสำรละลำยเซลล์จำก 24 well plate ใส่ใน 96 well plate หลุมละ 100 µl จ ำนวน 5 

ซ้ ำ น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่นแสง 540 nm ด้วยเครื่อง microplate reader และวิเครำะห์

ผลค่ำสถิติ t-test 

3.2.7 ศึกษาการอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์ ด้วยวิธี AlarmarBlue cell 

viability assay ใน fraction ที่ผ่านการคัดเลือก 3 fraction 

 AlamarBlue cell viability เป็นวิธีที่ใช้วัดปริมำณของเซลล์ที่มีชีวิต โดยกำรดู Reduction ของเซลล์ 

ด้วยสี Resazurin ที่มีสีน้ ำเงิน เมื่อถูก Reduced ด้วย Mitochondrial reductase จะเปลี่ยนเป็นสีม่วงหรือสี

ชมพูของสี Rezorufin และไม่มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์ หลังจำกกำรชักน ำเซลล์ UE7T-13 ให้เปลี่ยนสภำพไป

เป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกในจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 96 หลุม เป็นระยะเวลำ 3 , 7 และ 10 วัน น ำมำวัด

อัตรำกำรรอดชีวิตด้วยวิธี AlarmarBlue cell viability assay 46 โดยกำรดูดอำหำรเก่ำท้ิง ล้ำงด้วย PBS หลุม

ละ 200 µl จ ำนวน 1 ครั้ง แล้วเติมอำหำร CGM ที่ม ี10% AlamarBlue หลุมละ 100 µl บ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศำเซลเซียส บรรยำกำศ 5 เปอร์เซ็นต์คำร์บอนไดออกไซด์ ในตู้ CO2 Incubators เป็นเวลำ 3 ชั่วโมง 

ป้องกันไม่ให้โดนแสง ดูดสำรละลำยใส่จำนเพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 96 หลุม หลุมละ 100 µl จ ำนวน 4 ซ้ ำ แล้ว

น ำมำวัดค่ำกำรดูดแสงที่ควำมยำวคลื่น 570 และ 600 นำโนเมตรด้วยเครื่อง Microplate reader ล้ำงเซลล์

ด้วย PBS หลุมละ 200 µl จ ำนวน 1 ครั้ง และเติมอำหำรลงไปในแต่ละหลุมตำม Condition เดิมก่อนที่จะ

น ำมำวัดค่ำ เลี้ยงต่อจนครบ 7 และ 10 วัน และน ำมำวัดอัตรำกำรรอดชีวิตอีกครั้ง จำกนั้นค ำนวณหำอัตรำกำร

รอดชีวิตของเซลล์ โดยกำรเปรียบเทียบ %Reduced ของกลุ่มทดสอบสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตกับกลุ่ม

ควบคุม CGM และกลุ่มควบคุม ODM น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้มำค ำนวณตำมสูตร ดังนี้  

%Reduced =  
(O2x A1) − (O1x A2)

(N1x P2) − (N2x P1)
 x 100 

           O1 = Molar extinction coefficient (E) of oxidized AlamarBlue® ที่ควำมยำวคลื่น 570 nm = 

80586 
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 O2 = E of oxidized AlamarBlue® ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร = 117216 

 N1 = E ของ reduced AlamarBlue® ที่ควำมยำวคลื่น 570 นำโนเมตร = 155677 

 N2  = E ของ reduced AlamarBlue® ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร = 14652 

 A1 = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของหลุม Sample ที่ควำมยำวคลื่น 570 นำโนเมตร 

 A2 = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของหลุม Sample ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร 

 P1 = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของหลุม Blank (Positive control ) ที่ควำมยำวคลื่น 570 นำโนเมตร 

 P2 = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของหลุม Blank (Positive control ) ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร 

3.2.8 ศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากต้นเพชรสังฆาตในส่วนสกัด Hexane 3 fraction ที่ผ่านการ

คัดเลือก คือ 8H , 14H และ 45H ต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์ไป

เป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก โดยเพิ่มช่วงความเข้มข้นในการทดสอบ 

เพำะเลี้ยงเซลล์ UE7T-13 ในจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 96 หลุม (NUNC, Cat No.167008) จ ำนวน

หลุมละ 5x103 เซลล์ ในอำหำร CGM ปริมำตรหลุมละ 200 µl เป็นเวลำ 72 ชั่วโมง จำกนั้นทดสอบฤทธิ์สำร

สกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane ทีค่วำมเข้มข้น 5 , 10 , 20 µg/ml ในอำหำร ODM ปริมำตร

รวม 200 µl/หลุม จ ำนวน 6 ซ้ ำ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เพำะเลี้ยงเซลล์ใน CGM และ ODM ปริมำตร 

200 µl/หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส บรรยำกำศ 5 เปอร์เซ็นต์คำร์บอนไดออกไซด์ ในตู้ CO2 

Incubators โดยเปลี่ยนอำหำรหลุมละ 100 µl/หลุม ทุกๆ 3 วัน เป็นระยะเวลำ 14 วัน จำกนั้นน ำไปศึกษำ

กำรอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ต้นก ำเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์ ด้วยวิธี AlarmarBlue cell viability assay 

ศึกษำกำรสะสมแคลเซียมของเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกด้วยวิธีย้อมสี Alizarin Red และวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่

ควำมยำวคลื่น 405 นำโนเมตร วิธี Calcium liquid colorimetric assay ศึกษำกำรท ำงำนของเอนไซม์ 

Alkaline phosphatase (ALP) ด้วยวิธี ALP staining และ Alkaline phosphatase activity (ALP 

activity) เพ่ือหำล ำดับส่วนและควำมเข้มข้นที่เปลี่ยนแปลงสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกมำกท่ีสุด 

จำกนั้นน ำมำศึกษำกำรแสดงออกของ Osteogenic gene ด้วยวิธี Quatitative real-time polymerase 

chain reaction (qRT-PCR)  

3.2.9 การตรวจวัดการสะสมแคลเซียม ด้วยวิธี Calcium liquid colorimetric assay 
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 Calcium liquid colorimetric assay เป็นกำรวัดปริมำณแคลเซียมที่เกิดจำกกำรสะสมของเซลล์ 

โดย แคลเซียมไอออนจะจับกับ O-cresolphthalein complexone ได้เป็นสำรประกอบเชิงซ้อนสีม่วง 

หลังจำกกำรชักน ำเซลล์ UE7T-13 ให้เปลี่ยนสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกในจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 

96 หลุม เป็นระยะเวลำ 14 วัน น ำมำศึกษำกำรสะสมแคลเซียมด้วยวิธี Calcium liquid colorimetric 

assay47  โดยดูดอำหำรเก่ำท้ิง ล้ำงด้วย DPBS (PBS without calcium or magnesium) หลุมละ 100 µl 

จ ำนวน 2 ครั้ง เติม HCl ควำมเข้มข้น 0.1 M หลุมละ 50 µl น ำจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ไปเก็บท่ีอุณภูมิ -20 ˚C 

(ไม่เกิน 1 เดือน) ละลำยสำรละลำยแคลเซียมในจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ โดยกำรเขย่ำด้วยเครื่อง Shaker plate ที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 4 ชั่วโมง ดูดสำรละลำยใส่ Microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ท ำ

สำรละลำยแคลเซียมให้เป็นสำรละลำยเจือจำงในอัตรำส่วน 1: 10 โดยดูดสำรละลำยแคลเซียม 1 µl มำเจือ

จำงด้วย 0.1 M HCl 9 µl จำกนั้นดูดใส่จำนเพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 96 หลุม ปริมำตร 10 µl จ ำนวน 5 ซ้ ำ เติม 

Chromogenic reagent 190 µl น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 570 นำโนเมตร บันทึกค่ำกำร

ดูดกลืนแสง แล้วน ำไปเปรียบเทียบกับกรำฟมำตรฐำนของ CaCl2 เพ่ือหำปริมำณแคลเซียมภำยในเซลล์ 

3.2.10 ศึกษาการท างานของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) ด้วยวิธี ALP staining และ 

Alkaline phosphatase activity (ALP activity)  

 Alkaline phosphatase (ALP) เป็นเอนไซม์ที่พบในระหว่ำงกำรสร้ำงเซลล์กระดูก โดยเอนไซม์ ALP 

จะเร่งปฏิกิริยำ Hydrolysis p-nitrophenyl phosphate (pNPP) ที่ไม่มีสีให้เปลี่ยนเป็น p-nitrophenol ที่มี

สีเหลือง หลังจำกกำรชักน ำเซลล์ UE7T-13 ให้เปลี่ยนสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกในจำนเพำะเลี้ยง

เซลล์ขนำด 96 หลุม เป็นระยะเวลำ 3 และ 7 วัน น ำมำศึกษำกำรท ำงำนของเอนไซม์ ALP ด้วยวิธี ALP 

staining จ ำนวน 1 หลุม โดยดูดอำหำรเก่ำท้ิง ล้ำงเซลล์ด้วย PBS 200 µl จ ำนวน 2 ครั้ง ย้อมเซลล์ด้วย 

0.2%(v/v) NBT/BCIP stock solution ปริมำตร 30 µl น ำมำถ่ำยรูปภำยใต้กล้อง Inverted microscope 

เพ่ือดูควำมแตกต่ำงของกำรท ำงำนของเอนไซม์ ALP จำกนั้นน ำไปศึกษำกำรท ำงำนของเอนไซม์ ALP ด้วยวิธี 

ALP activity 48 โดยดูดอำหำรเก่ำท้ิง ล้ำงด้วย PBS หลุมละ 200 µl จ ำนวน 2 ครั้ง เติม Lysis buffer 50 µl 

น ำไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียสและละลำยเซลล์ (Freeze-thaw) เพ่ือให้เซลล์แตก 3 รอบ เติม 

pNPP ควำมเข้มข้น 1 mg/ml ปริมำตร 100 µl น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสในเครื่อง Microplate 

reader รอจนอุณหภูมิถึงค่ำที่ตั้งไว้ และวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 405 นำโนเมตรไป โดยท ำกำร

วัดค่ำทุกๆ 5 นำที (Kinetic) จ ำนวน 6 ครั้ง บันทึกค่ำกำรดูดกลืนแสงและน ำมำค ำนวณดังสูตร  
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Volume activity (IU/ml) =
(∆As −  ∆Ao) x Va(ml) 

18.2 x Vs(ml)
 

   

  ∆AS = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตัวอย่ำง 

∆AO = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Blank 

  Va = ปริมำณสำรทั้งหมด (ml) 

  Vs = ปริมำณสำรตัวอย่ำง (ml) 

  18.2 = Millimolar extinction coefficient of pNPP under the assay condition 

(cm2/µmol)  

3.2.11 ศึกษาการแสดงออกของ Osteogenic gene ด้วยวิธี Quantitative real-time polymerase 

chain reaction (qRT-PCR) 

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) เป็นกำรศึกษำกำรแสดงของ

ยีนในระดับ mRNA หลังจำกกำรชักน ำเซลล์ UE7T-13 ให้เปลี่ยนสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกในจำน

เพำะเลี้ยงเซลล์ขนำด 48 หลุม เป็นระยะเวลำ 24 ชั่วโมง โดยเลือกใช้ควำมเข้มข้น 10 และ 20 µg/ml 

เนื่องจำกที่ควำมเข้มข้นนี้เห็นควำมแตกต่ำงของกำรสะสมแคลเซียมในเนื้อเยื่อกระดูกได้มำกกว่ำที่ควำมเข้มข้น 

5 µg/ml น ำมำสกัด mRNA ด้วยชุดสกัด RNA Purification Mini kit (RNA Purification Mini kit 

(Favorgen, Cat No.FATRK001-1) จำกนั้นวัดควำมเข้มข้นของอำร์เอ็นเอโดยใช้เครื่องวัด NanoDrop 

spectrophotometers (บรษิัท Thermo Fisher Scientific รุ่น 2000) โดย mRNA ที่มีคุณภำพดีจะมคี่ำ

อัตรำส่วนของ A260/A280 อยู่ระหว่ำง 1.8-2.0 น ำมำสังเครำะห์ cDNA ด้วยชุดน้ ำยำ RT-PCR master mix 

(with Oligo dT) (บริษัท GENEALL, Cat No.601-730) น ำ mRNA มำเติม dH2O-DEPC จนมีปริมำตรรวม

เป็น 10 µl ซึ่งสำมำรถค ำนวณปริมำตร mRNA ที่ใช้ได้จำกควำมเข้มข้น mRNA ที่วัดได้ น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 

65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำท ีเติมน้ ำยำ Master mix 10 µl น ำเข้ำเครื่อง Thermal cycler (บริษัท 

BioRad รุ่น T100) สังเครำะห์ cNDA ที่อุณหภูมิ 55 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที อุณหภูมิ 95 องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที และพักไว้ในเครื่องที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส จำกนั้นน ำ cDNA ที่ได้มำเก็บใน

อุณหภูมิ –80 องศำเซลเซียส น ำมำท ำ Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
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โดยใช้ปริมำตรรวม 10 µl ต่อ 1 Reaction ซึ่งประกอบด้วย 0.5 µM Forward primer และ 0.5 µM 

Reverse primer ปริมำตร 1 µl ดังตำรำงที่ 3-2 น้ ำยำ 2X iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix 

ปริมำตร 5 µl และ cDNA ปริมำตร 4 µlจำกนั้นใส่ใน 96 well PCR plate (บริษัท Bio-Rad, Cat 

No.401001) หลุมละ 10 µL จ ำนวน 4 ซ้ ำ น ำมำเข้ำเครื่อง Real time-PCR system โดยใช้อุณหภูมิ 50 

องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที จ ำนวน 1 รอบ อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที จ ำนวน 1 

รอบ อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 วินำที และอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที ท ำ

ทั้งหมดจ ำนวน 40 รอบ 

 

ตารางท่ี 3-2 : ตำรำงแสดง Primer sequence ของ Osteogenic marker differentiation  

 

  

Gene 
Primer Sequence 
(forward/reversc) 

Target template 

GAPDH 
5’- GTTCCAATATGATTCCACCC-3’  NM_001289746.1 Homo sapiens 

glyceraldehyde3phosphate dehydrogenase (GAPDH) 5’- AGGGATGATGTTCTGGAGAG-3’  

OPN 
5’-CATGAGAATTGCAGTGATTTGCT-3’ NM_000582.2 Homo sapiens secreted 

phosphoprotein 1 (SPP1), transcript variant 2, mRNA 5’-CTTGGAAGGGTCTGTGGGG-3’  
OC 

 
5’-  GGCGCTACCTGTATCAATGG-3’ NM_199173.5 Homo sapiens bone gamma-

carboxyglutamate protein (BGLAP), mRNA 5’- TCAGCCAACTCGTCACAGTC -3’ 

RUNX2 
 

5’-GTACAGCTTTAAGGATTCCCTCAATTC-3’ NM_001278478.1 Homo sapiens runt related 
transcription factor 2 (RUNX2), transcript variant 4, 
mRNA 

5’-TTGCTAATGCTTCGTGTTTCCA-3’ 
5’-GTGGAGTTCAGATGATCAGC-3’ 
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บทที่ 4 
ผลและวิเคราะห์การศึกษา 

4.1 ผลการแยกองค์ประกอบทางเคมี 
เมื่อน ำส่วนสกัด hexane 24.1931 กรัม ที่ได้จำกกำรสกัดล ำดับส่วน มำแยกให้ละเอียดขึ้นด้วย flash 

column chromatography จะได้ fraction ย่อยทั้งหมด 87 fractions และจำกกำรตรวจสอบ
องค์ประกอบทำงเคมีของแต่ละ fraction ด้วย TLC ท ำให้สำมำรถรวม fraction ย่อยได้เป็นทั้งหมด 46 
fractions ได้แก่ 1H ถึง 46H โดยมีลักษณะและปริมำณของสำรที่ได้ดังแสดงใน ตำรำงที่ 4-1 
 
ตารางที ่4-1: แสดงลักษณะทำงกำยภำพและปริมำณของ fraction ที่แยกได้จำกส่วนสกัด hexane ด้วย
เทคนิค flash column chromatography  
fraction fraction ย่อย ลักษณะทำงกำยภำพ น้ ำหนัก (mg) ร้อยละผลผลิต 
1H 1 ของเหลวสีน้ ำตำลเหลือง trace 0.00 
2H 2-4 ของเหลวสีเหลือง trace 0.00 
3H 5-8 ของเหลวสีเหลือง 6.1 0.03 
4H 9 ของเหลวสีส้มแดง 143.0 0.59 
5H 10-411 ของเหลวสีส้มแดง 1676.8 6.93 
6H 12 ของเหลวสีเหลืองใส 141.3 0.58 
7H 13 ของเหลวใสสีส้มมีผลึกปน 762.9 3.15 
8H 14 ผลึกรูปเข็มสีเหลืองส้ม 263.7 1.09 
9H 15-16 ของเหลวสีส้ม 128.7 0.53 
10H 17 ของเหลวสีเหลือง 83.0 0.34 
11H 28-21 ของเหลวสีส้มแดง 754.5 3.12 
12H 22 ของเหลวใสสีเหลืองส้ม 124.8 0.52 
13H 23 ของเหลวใสสีส้ม 340.3 1.41 
14H 24 ของเหลวใสสีส้ม 247.2 1.02 
15H 25-28 ของแข็งสีส้ม 536.6 2.22 
16H 29 ของเหลวสีเหลือง 84.0 0.35 
17H 30-31 ของเหลวสีเหลือง 114.3 0.47 
18H 32-33 ของเหลวสีเหลือง 86.4 0.36 
19H 34-37 ผลึกสีเหลืองอมเขียว 238.0 0.98 
20H 38-39 ของแข็งสีเหลืองขุ่น 276.2 1.14 
21H 40-44 ผลึกใสไม่มีสี 893.6 3.69 
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22H 45-47 ผลึกสีเขียวอมด ำ 251.0 1.04 
23H 48-50 ของเหลวสีเขียวอมด ำ 369.7 1.53 
24H 51-56 ของแข็งสีด ำ 1870.3 7.73 
25H 57 ของเหลวสีด ำ 487.2 2.01 
26H 58-59 ของเหลวหนืดสีเขียวอมด ำ 391.5 1.62 
27H 60-61 ของเหลวกึ่งแข็งสีด ำ 335.3 1.39 
28H 62 ของเหลวกึ่งแข็งสีด ำ 171.9 0.71 
29H 63-64 ของเหลวกึ่งแข็งสีด ำ 242.3 1.00 
30H 65 น้ ำมันสีด ำ 79.9 0.33 
31H 66-67 ของเหลวกึ่งแข็งสีด ำอมน้ ำตำล 293.3 1.21 
32H 68 ของเหลวสีน้ ำตำลด ำ 186.1 0.77 
33H 69-70 ของเหลวสีน้ ำตำลด ำ 249.6 1.03 
34H 71 ของเหลวสีน้ ำตำลด ำ 220.8 0.91 
35H 72-73 ของเหลวสีด ำอมเขียว 766.6 3.17 
36H 74 ของแข็งสีด ำอมเขียว 126.1 0.52 
37H 75 ของแข็งสีน้ ำตำลด ำ 88.8 0.37 
38H 76 ของเหลวสีน้ ำตำลด ำ 72.9 0.30 
39H 77 ของเหลวสีน้ ำตำลด ำ 50.3 0.21 
40H 78 ของเหลวสีน้ ำตำลด ำ 70.0 0.29 
41H 79 ของเหลวสีน้ ำตำลด ำมีผลึกปน 184.6 0.76 
42H 80-81 ของแข็งสีเหลือง 273.4 1.13 
43H 82 ของแข็งสีเหลืองปนด ำ 296.1 1.22 
44H 83-84 ของแข็งสีน้ ำตำลด ำ 1854.6 7.67 
45H 85 ของแข็งสีน้ ำตำลด ำ 619.7 2.56 
46H 86-87 ของแข็งสีน้ ำตำลด ำ 5011.8 20.72 
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4.2 ตรวจสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากต้นเพชรสังฆาต ต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพของมีเซนไคมอล-
สเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกและเนื้อเยื่อไขมัน 
 จำกกำรศึกษำสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพจำกต้นเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane 30 fractions ที่
ควำมเข้มข้น 10 µg/ml ต่อกำรเปลี่ยนแปลงสภำพของเซลล์ต้นก ำเนิดชนิดมี เซนไคม์มนุษย์ไปเป็นเซลล์ใน
เนื้อเยื่อกระดูกและเนื้อเยื่อไขมัน โดยตรวจวัดกำรสะสมแคลเซียมและกำรสะสมหยดไขมันของเซลล์ 
ตำมล ำดับ พบว่ำสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane ที่แยกได้มีฤทธิ์ที่หลำกหลำยทั้งส่งเสริมและ
ยับยั้ง กำรเปลี่ยนแปลงสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก และเนื้อเยื่อไขมัน (รูปที่ 4-2 และ 4-3) 

จำกผลกำรทดลองเบื้องต้น ได้คัดเลือก fraction ที่มีแนวโน้มจะส่งเสริมกำรเปลี่ยนแปลงสภำพของมี
เซนไคมอลสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูกเพ่ือศึกษำต่อ ทั้งที่มีฤทธิ์ส่งเสริมกำรสะสมไขมัน คือ 14H 
และออกฤทธิ์ยับยั้งกำรสะสมไขมัน คือ 8H และ 45 H โดยศึกษำอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ กำรสะสม
แคลเซียมของเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก กำรท ำงำนของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) และศึกษำกำร
แสดงออกของยีน 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4-1: แสดงผลของ fraction จำกต้นเพชรสังฆำต ต่อกำรเปลี่ยนแปลงสภำพของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์
ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก (บน) และเซลล์ในเนื้อเยื่อไขมัน (ล่ำง) โดยศึกษำปริมำณกำรสะสมแคลเซียม
จำกกำรย้อมสี Alizarin red และกำรสะสมไขมันจำกกำรย้อมสี Oil red O โดยเรียงเปรียบเทียบจำก กลุ่ม
ควบคุมในอำหำรที่ส่งเสริมกำรเจริญของเซลล์ (Control CGM), กลุ่มควบคุมในอำหำรที่ส่งเสริมเปลี่ยนแปลง
เป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก Control ODM, กลุ่มควบคุมในอำหำรที่ส่งเสริมเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อ
ไขมัน Control ADM,  กลุ่มที่ได้รับสำรสกัด 14H และ 36H ในอำหำร ODM, กลุ่มที่ได้รับสำรสกัด 14H และ 
45H ในอำหำร ADM 
 
 

Control CGM Control ODM 14H 36H 

Control CGM       Control  ADM    14H    45H 
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รูปที่ 4-2: กรำฟแสดงสัดส่วนปริมำณกำรสะสมแคลเซียม (บน) และกำรสะสมไขมัน (ล่ำง) ในมีเซนไคมอล-
สเต็มเซลล์ เมื่อทดสอบด้วยสำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane (H) ที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml จ ำนวน 
30 fraction โดยสีขำวคือกลุ่มควบคุม control CGM สีด ำคือกลุ่มควบคุม Control ODM หรือ Control 
ADM * p-value < 0.05 เทียบกับกลุ่มควบคุม ODM 
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4.3 ตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่ออัตราการรอดชีวิตของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ ของส่วนสกัด 
8H, 14H และ 45H ด้วยวิธี AlarmarBlue cell viability assay 
 ศึกษำสำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane ที่ส่งผลต่อกำรมีชีวิตของเซลล์ต้นก ำเนิดชนิดมีเซน
ไคม์มนุษย์ 3 ล ำดับส่วน คือ 8H และ 14H 45H ตำมล ำดับ ที่ควำมเข้มข้น  5, 10, 20 µg/ml เป็นระยะเวลำ  
7 โดยแสดงผลออกมำในรูปของ % กำรรอดชีวิต โดยเมื่อ resazurin ใน alamar Blue ถูก Reduced จะท ำ
ให้เกิดกำรเปลี่ยนสีจำกสีน้ ำเงินเป็นสีม่วงชมพูเพ่ิมขึ้น แสดงถึงกำรมีชีวิตของเซลล์ พบว่ำสำรสกัด fraction 8H 
ไม่มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์ และ fraction 14H และ 8H มีผลต่อกำรมีชีวิตของเซลล์ในบำงควำมเข้มข้น โดยไม่
มีลักษณะควำมเป็นพิษที่เพ่ิมควำมรุนแรงตำมควำมเข้มข้น ทั้งนี้อำจเกิดจำกกำรเปลี่ยนแปลง metabolic 
activity ของเซลล์ ซึ่งไม่ใช่กำรตำยของเซลล์ ดังสังเกตได้จำกเซลล์ที่เลี้ยงในอำหำรที่ส่งเสริมให้เกิดกำร
เปลี่ยนแปลงสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก (ODM) มีค่ำอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ต่ ำกว่ำเซลล์ที่เลี้ยงใน
อำหำรที่ส่งเสริมกำรเจริญปกติ (CGM) รูปที่ 4-4 

รูปที่ 4-3 : กรำฟแสดงอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ต้นก ำเนิดชนิดมีเซนไคม์มนุษย์ (UE7T-13) เมื่อทดสอบด้วย
สำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัดเฮกเซน fraction ที่ 8H 14H และ 45H ที่ควำมเข้มข้น 5, 10, 20 µg/ml 
ระยะเวลำ 7 วัน ด้วยวิธี alamarBlue cell viability assay แสดงค่ำเป็น Mean±SD (n=6)  * p-value < 
0.05 
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4.4 ตรวจสอบการออกฤทธิ์ของส่วนสกัด 8H, 14H และ 45H ต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพของมีเซนไค-
มอลสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก โดยศึกษาการสะสมแคลเซียม ด้วยวิธี Calcium liquid 
colorimetric assay และตรวจวัดการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเทส 
 จำกผลกำรศึกษำข้ำงต้นพบว่ำสำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane ล ำดับส่วน ที่ 14H 8H และ 
45H ที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml มีฤทธิ์ส่งเสริมกำรสะสมแคลเซียมของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ โดยไม่มีควำม
เป็นพิษต่อเซลล์ จึงได้ท ำกำรศึกษำเพ่ิมเติมโดยเพ่ิมช่วงควำมเข้มข้นที่ทดสอบเป็นที่ควำมเข้มข้น 5, 10 และ 
20 µg/ml ด้วยวิธี Calcium liquid colorimetric assay พบว่ำ ทุกล ำดับส่วนของสำรสกัดเพชรสังฆำตที่ผ่ำน
กำรคัดเลือกมีฤทธิ์ส่งเสริมกำรสะสมแคลเซียมในเซลล์เพ่ิมขึ้น (p<0.05) เมื่อทดสอบเป็นระยะเวลำ 14 วัน 
ยกเว้นล ำดับส่วน 14H ที่ควำมเข้มข้น 5 µg/ml (รูปที่ 4-5) 

 
  

รูปที่ 4-4 : กรำฟแสดงปริมำณแคลเซียมที่สะสมโดยเซลล์ เมื่อทดสอบด้วยสำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัด 
Hexane (CQ-H) ล ำดับส่วน 8H , 14H และ 45H ที่ควำมเข้มข้น 5 , 10 และ 20 µg/ml เป็นระยะเวลำ 10 
และ 14 วัน ด้วยวิธี Calcium liquid colorimetric assay , Mean ± SD (n=4)  * p-value < 0.05 เทียบ
กับกลุ่มควบคุม ODM 
 

เมื่อศึกษำกำรท ำงำนของเอนไซม์อัลคำไลน์ฟอสฟำเทส (ALP) ซึ่งมีบทบำทส ำคัญในกำรสะสมแร่ธำตุ
ของเซลล์สร้ำงกระดูก โดยกำรย้อมสีและตรวจวัดจำกปฏิกิริยำกำรท ำงำนของเอนไซม์ พบว่ำที่ระยะเวลำ 7 วัน 
ในทุกกลุ่มทดลอง รวมถึงกลุ่มควบคุมในอำหำรที่ไม่มีสำรส่งเสริมกำรเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อ
กระดูก (CGM) มีกำรท ำงำนของเอนไซม์ ALP โดยจำกภำพไม่สำมำรถวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของปริมำณ 
ALP ได้ เนื่องจำกทุกกลุ่มทดลองมีกำรติดสีย้อมที่เข้มใกล้เคียงกัน(รูปที่ 4-6) โดยเมื่อตรวจวัดระดับกำรท ำงำน
ของเอนไซม์ ALP พบว่ำในกลุ่มควบคุม CGM และ ODM มีระดับกำรท ำงำนของเอนไซม์ที่ไม่แตกต่ำงกัน  
fraction  14H ส่งผลให้เอนไซม์ ALP ท ำงำนลดลง  และล ำดับส่วนที่ 45H ที่ควำมเข้มข้น 20 µg/ml มีกำร
ท ำงำนของเอนไซม์ ALP มำกที่สุด (รูปที่ 4-7) 
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รูปที่ 4-5 : รูปแสดงกำรติดสีย้อมของเอนไซม์ ALP เมื่อทดสอบด้วยสำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane 
(H) ที่ล ำดับส่วน 8H 14H และ 45H และที่ควำมเข้มข้น 5 , 10 และ 20 µg/ml เป็นระยะเวลำ 7 วัน ด้วยวิธี 
ALP staining ที่ถ่ำยภำยใต้กล้อง Inverted microscope ที่ก ำลังขยำย 4X 
 

 
รูปที่ 4-6 : กรำฟแสดงกิจกรรมของเอนไซม์ ALP เมื่อทดสอบด้วยสำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane 
(H) ที่ล ำดับส่วน 8H, 14H, 45H เป็นระยะเวลำ และ 7 วัน ด้วยวิธี Alkaline phosphatase activity, Mean 
± SD (n=4)  * p-value < 0.05 
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4.5 ตรวจสอบการออกฤทธิ์ของ fraction  8H, 14H และ 45H ต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพของมีเซนไค-
มอลสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก โดยศึกษาการแสดงออกของ Osteogenic gene ด้วยวิธี 
Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
  ศึกษำสำรสกัดเพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane ที่ส่งเสริมกำรสะสมแคลเซียมในเนื้อเยื่อ
กระดูกมำกทั้ง 3 ล ำดับส่วน คือ 14H 8H และ 45H ตำมล ำดับ ที่ควำมเข้มข้น 10 และ 20 µg/ml เป็นเวลำ 
14 วัน โดยในกำรศึกษำครั้งนี้จะสนใจศึกษำ Osteogenic marker gene ประกอบไปด้วย Osteocalcin 
(OC), Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) และ Osteopontin (OPN) พบว่ำ fraction  45H ที่
ควำมเข้มข้น 10 µg/ml เพ่ิมกำรแสดงออกของยีนทั้ง 3 ตัว โดยส่งผลต่อกำรแสดงออกของ OPN มำกที่สุดถึง
โดยส่งผลให้เกิดกำรแสดงออกเพ่ิมขึ้นถึง 28 เท่ำ  fraction  14H ที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml และ 20 µg/ml  
ส่งผลให้กำรแสดงออกของยีน  OC ลดลง เหลือ 0.8 เท่ำ  และ fraction  8H ที่ควำมเข้มข้น 20 µg/ml ส่งผล
ให้กำรแสดงออกของยีน OC และ Runx2 ลดลง  (รูปที่ 4-8) 
 

รูปที่ 4-8 : กรำฟกำรแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรพัฒนำของเนื้อเยื่อกระดูก Osteocalcin (OC), 
Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) และ Osteopontin (OPN) เมื่อทดสอบด้วยสำรสกัด
เพชรสังฆำตในส่วนสกัด Hexane (H) เป็นระยะเวลำ 14 วัน ด้วยวิธี Quantitative real-time polymerase 
chain reaction (qRT-PCR), Mean ± SD (n=4)   
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        บทที ่5 
สรุปผลการทดลอง 

  โครงกำรวิจัยนี้ได้ศึกษำสำรออกฤทธิ์สกัดจำกต้นเพชรสังฆำในตัวท ำละลำยเฮกเซน ด้วยวิธี
สกัดล ำดับส่วนและคอลัมน์โครมำโตกรำฟี โดยมีกำรตรวจสอบคุณสมบัติทำงเคมีเบื้องต้นด้วยเทคนิค thin 
layer chromatography (TLC) ได้ส่วนสกัดทั้งหมด 30 fractions จำกนั้นคัดเลือก fraction จำกฤทธิ์ในกำร
ส่งเสริมกำรเปลี่ยนแปลงสภำพของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อกระดูก  ทั้งที่มีฤทธิ์ส่งเสริม
และยับยั้งกำรสะสมไขมัน ได้ 3 fractions คือ 8H, 14H และ 45H ตรวจสอบฤทธิ์ในกำรส่งเสริมกำรสร้ำง
กระดูกโดยตรวจวัดควำมเป็นพิษต่อเซลล์ และกำรเปลี่ยนแปลงสภำพของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ไปเป็นเซลล์
ในเนื้อเยื่อกระดูก จำกกำรสะสมแคลเซียม กำรท ำงำนของเอนไซม์อัลคำไลน์ฟอสฟำเทส  (ALP) และกำร
แสดงออกของยีน โดยพบว่ำทั้ง 3 fractions ที่ไม่มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์ในลักษณะที่ควำมเป็นพิษเพ่ิมขึ้นตำม
ควำมเข้มข้น แต่อำจสำรสกัดอำจส่งผลต่อกิจกรรมภำยในเซลล์ ท ำให้เมื่อวัด metabolic activity พบว่ำได้
ค่ำที่ลดลงประมำณ 10% โดยสำรสกัดทั้ง 3 factions ส่งเสริมกำรเปลี่ยนแปลงสภำพไปเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อ
กระดูกของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ โดยส่งเสริมกำรสะสมแคลเซียมของเซลล์ เมื่อศึกษำกำรท ำงำนของเอนไซม์ 
ALP  fraction  14H ท ำให้กำรท ำงำนของเอนไซม์ลดลง  fraction  45H ส่งเสริมกำรท ำงำนของเอนไซม์ ALP 
ในขณะที่ fraction  8H ไม่ส่งผลต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ ALP จึงตรวจสอบในระดับกำรแสดงออกของยีน 
โดย fraction  45 ที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml  ส่งผลให้ยีนทั้ง 3 ชนิดที่ตรวจสอบ OC, RUNX2 และ OPN มี
กำรแสดงออกที่เพ่ิมขึ้น  ในขณะที่ fraction  8H ส่งผลให้กำรแสดงออกของยีน OC และ RUNX ลดลง และ 
fraction  14H ส่งผลให้ยีน OC มีกำรแสดงออกลดลงแต่ส่งผลให้กำรแสดงออกของ OPN เพ่ิมขึ้น แสดงให้
เห็นถึงควำมแตกต่ำงของกลไกในระดับกำรแสดงออกของยีนที่แตกต่ำงกันของ fraction  8H 14H และ 45H 
ที่คัดเลือกมำ 
 
แนวทางในการด าเนินงานวิจัยต่อยอด 
  งำนวิจัยครั้งนี้ได้สกัดแยกสำรจำกต้นเพชรสังฆำตออกเป็น 30 fractions และได้คัดเลือก 3 
fractions ที่มีแนวโน้มในกำรส่งเสริมกำรสร้ำงเนื้อเยื่อกระดูก ทั้งนี้พบว่ำ fraction ทั้ง 3 มีฤทธิ์ในกำรส่งเสริม
กำรสร้ำงกระดูกในมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ แต่มีกลไกในกำรควบคุมกำรแสดงออกของยีนที่แตกต่ำงกัน และมี
ฤทธิ์ต่อกำรเปลี่ยนแปลงสภำพของเซลล์ไปเป็นเซลล์ไขมันที่แตกต่ำงกัน กำรศึกษำต่อยอดโดยแยกสำรออก
ฤทธิ์จำกทั้ง 3 fractions วิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีและศึกษำกลไกกำรออกฤทธิ์ในระดับกำรแสดงออก
ของยีนเพ่ิมเติม หรือพัฒนำวิธีกำรสกัดเพ่ือเพ่ิมสัดส่วนสำรออกฤทธิ์ในกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์สมุนไพร จะน ำไปสู่
กำรพัฒนำกำรใช้สำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตต่อไป 
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ภาคผนวก 

1. ลักษณะของส่วนสกัดจากต้นเพชรสังฆาต 

  ลักษณะของส่วนสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในตัวท ำละลำย Ethanol, Hexane, Ethyl actate, n-

Butanol และน้ ำ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1  ลักษณะและปริมำณสำรสกัดในตัวท ำละลำยชั้นต่ำงๆ  ก.) สำรสกัดชั้น Ethanol ข.) สำรสกัดชั้น 

Hexane ค.) สำรสกัดชั้น Ethyl cetate ง.) สำรสกัดชั้น n-Butanol จ.) สำรสกัดชั้นน้ ำ 

ก ข ค 

ง จ 
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2. ผลการทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นในแง่ความเป็นพิษของสารสกัดจากต้นเพชรสังฆาตในส่วนสกัดจากการ

สกัดล าดับส่วน 

ผลกำรทดสอบควำมเป็นพิษเบื้องต้นของสำรสกัดเพชรสังฆำตในชั้นตัวท ำละลำย โดยท ำกำร

เพำะเลี้ยงเซลล์ในอำหำรที่มีสำรสกัดเป็นเวลำ 72 ชั่วโมง พบว่ำสำรสกัดในชั้นน้ ำและบิวทำนอลมีควำมเป็นพิษ

ต่ ำ โดยที่ควำมเข้มข้นสูงถึง 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์ และสำรสกัดชั้นเฮกเซนที่

ควำมเข้มข้นสูงถึง 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (รูปที่ 2) 

 

รูปที่ 2 อัตรำกำรรอดชีวิตของมีเซนไคมอลสเต็มเซลล์ เมื่อได้รับสำรสกัดจำกต้นเพชรสังฆำตในชั้นบิวทำ-นอล 

น้ ำ เฮกเซน และเอทิลอะซิเตท ที่ควำมเข้มข้น 50, 100, 250, 500, และ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็น

ระยะเวลำ 72 ชั่วโมง ตรวจวัดด้วย alamarBlue assay, n= 5, T-test (**p<0.01)   
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